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La presente invention est basee sur la mise en evidence d'un lien 
etroit entre une infection par une bacterie du genre Chlamydia et la maladie 
thromboembolique veineuse. 

L'invention conceme plus particulierement une methode de 
determination in vitro d'une predisposition a une maladie thromboembolique 
veineuse chez un sujet dans iaquelle on determine si le sujet a ete infecte par 
une bacterie du genre Chlamydia, et sur I'utilisation d'agents actifs sur les 
bacteries du genre Chlamydia pour la prevention et/ou le traitement d'une 
maladie thromboembolique veineuse. 

La maladie thromboembolique veineuse est un desordre 
multifactoriel avec des facteurs de risque S la fois g§netiques et acquis 
(Rosendaal et al, 1997). Les facteurs de risque classiques pour la thrombose 
veineuse sont associ6s d une alteration des vaisseaux ou une stase 
(ralentlssement, voire arret de la circulation sanguine veineuse), dus 
notamment a un traumatisme, une operation chirurgicale ou une 
immobilisation. Globalement une predisposition genetique a une thrombose 
veineuse n'explique que 40% des cas. Des deficits en antithrombine, en 
proteine C et en proteine S expliquent notamment de 5 a 10% des cas de 
maladies thromboemboliques veineuses. Apres avoir pris en compte des 
facteurs de risques acquis conventionnels et des predispositions genetiques. 
au moins un tiers des episodes thrombotiques veineux restent inexpllques. 

Actuellement le traitement le plus couramment utilise dans des 
cas de thromboses veineuses est un traitement a base d'anticoagulants. 
Cependant un tel traitement ne peut etre envisage que pour une dur^e limltee, 
en raison d'effets secondaires dangereux. Une administration prolongee 
d'anticoagulants augmente en effet les risques d'h^morragies. en particulier 
d'hemorragies c6r§brales. Un traitement alternatif est par consequent 
recherche. 

Le lien entre une infection par Chlamydia pneumoniae et 
I'atherosderose est bien documents. L'utilisation d'antibiotlques dans le 
traitement des maladies-cardiovasculaires telles que les infarctus du myocarde 
ou les maladies des arteres coronaires a egalement ete envlsagee (WO 
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90/00061, WO 98/17280. WO 98/06408, Gibbs et al, 1998). Les maladies 
cardiovasculaires visees sont cependant des maladies du systeme art§riel. 

En revanche jusqu'^ present aucune donnee ne suggeralt la 
possibliite d'un lien entre Chlamydia pneumoniae et les pathologies du systeme 

5 veineux. Alors qu'un article d'Ong et al, publi§ en 1996 rapportait la detection 
par PGR (« polymerase chain reaction ») de Chlamydia pneumoniae dans une 
velne iliaque sur deux sujets contrdles a priori exempts de pathologies 
vasculaires, un article ulterieur (Bartels et al, 1998) rapportait au contraire 
I'absence de cette bacterie dans les veines saphenes natives de patients ayant 

lb subi un pontage coronarien. 

Les auteurs de la presente invention ont decouvert de maniere 
surprenante un lien etroit entre une infection par une bacterie du genre 
Chlamydia et une maladie thromboembolique veineuse. 

15 Plus particulierement les auteurs de I'invention ont montre que 

des taux eleves en anticorps anti- Chlamydia pneumoniae representent un 
facteur de risque pour une maladie thromboembolique veineuse. 

Sans se lier en aucune maniere S un mecanisme d'action precis, 
les auteurs emettent I'hypothese qu'une infection chronique des parois des 

20 veines par Chlamydia pneumoniae pourrait rendre les cellules endotheliales 
veineuses thrombogenes. 

La presente Invention a done pour objet une methode de 
determination in vitro d'une predisposition ^ une maladie thromboembolique 
25 veineuse chez un sujet dans laquelle on determine si le sujet a ete infecte par 
une bacterie du genre Chlamydia, plus particulierement Chlamydia 
pneumoniae. 

On determine si le sujet a et§ infecte par une bacterie du genre 
Chlamydia par analyse d'un echantillon biologique. II peut s'agir notamment 
d'un echantillon de sang, d'urine, de liquide pleural, d'un echantillon obtenu par 
bronchoscopie ou par lavement bronchoalveolaire, ou d'un echantillon obtenu 
par une biopsie, par exemple de I'endothelium vasculaire. On peut alors 
determiner si cet echantillon contient des anticorps anti-Ch/amyd/a ou s'il 
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contient des bacteries du genre Chlamydia ou des fragments de celles-d. On 
peut, par exemple, rechercher la presenc d'un composant chlamydial, tel que 
des liposaccharides ou des prot6ines membranaires, ou des substances 
produites par Chlamydia, tels que des exopolysaccharides, ou encore des 
substances produites par les cellules hStes par induction de Chlamydia. 

De maniere pr6f6rentielle, on determine si le sujet a §te infecte 
par une bacterie du genre Chlamydia en dosant le taux d'anticorps anti- 
Chlamydia dans un 6chantillon biologique d'un sujet ^ tester, par exemple un 
echantillon de sang. 

Les titres d'anticorps anti-Chlamydia obtenus chez les sujets a 
tester sent ensuite compares aux titres d'anticorps obtenus chez des sujets 
centrales. Le titre est defini par la dilution maximale de I'echantillon biologique 
pour laquelle les anticorps sent encore detectes et est exprim6 par I'inverse du 
facteur de dilution. Un titre d'anticorps sup6rieur S 256 peut etre considere 
comme representant un facteur de risque non n^gligeable. 

La pr6sente invention a done plus particulierement pour objet une 
methode de determination d'une predisposition a une maladie 
thromboembolique velneuse chez un sujet comprenant les etapes consistant 
a : 

i) doser le taux d'anticorps anti-chlamydia dans un 
echantillon biologique d'un sujet a tester ; 

ii) comparer ce taux d'anticorps avec le taux d'anticorps anti- 
chlamydia obtenu chez des sujets contr6les ; 

iii) identifier le sujet teste comme un sujet presentant une 
predisposition a une maladie thromboembolique veineuse si le taux d'anticorps 
obtenu d I'etape i) est superieur au taux d'anticorps anti-chlamydia obtenu chez 
des sujets contrdles. 

La presente invention porte egalement sur I'utilisation d'au moins 
un agent actif contre une infection par une bacterie du genre Chlamydia, en 
particulier Chlamydia pneumoniae, ou d'au moins un agent efficace contre les 
effets inflammatoires d'une infection par Chlamydia, pour la prevention et/ou le 
traitement d'une maladie thromboembolique veineuse. 
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De maniere preferentielle, des compositions pharmaceutiques 
contenant des agents antiblotiques peuvent etre utilisees. 

L'inventlon a done plus particulierement pour objet I'utilisation 
d'une substance antibiotique active sur les bacteries du genre Chlamydia, 
5 notamment Chlamydia pneumoniae, pour la preparation d'un medicament 
destine a la prevention et/ou au traitement d'une maladie thromboembolique 
veineuse. 

Parmi les substances ou agents antiblotiques actlfs sur le genre 
bacterien Chlamydia, on peut notamment citer les macrolides (par exemple, 
10 I'erythromycine ou razithromycine), les tetracyclines, les fluoroquinolones et la 
rifampicine. 

Selon un autre mode de realisation de la presente invention, ledit 
agent actif centre una infection par Chlamydia peut §tre une proteine 
immunogene ou un fragment immunogene d'une proteine de Chlamydia, 
15 notamment de Chlamydia pneumoniae. Ces proteines ou ces fragments de 
proteines sont caracterises par leur capacite a induire une immunity a 
mediation cellulaire ou humorale envers une infection par Chlamydia, 
notamment Chlamydia pneumoniae, par administration de la proteine en 
combinaison avec un adjuvant approprie. De maniere preferentielle, on peut 
20 utiliser la proteine majeure de la membrane externe ou des proteines de la 
surface cellulaire de la bacterie qui peuvent etre fragmentees de maniere 
aleatoire. Les fragments aleatoires d'une proteine de Chlamydia peuvent etre 
testes pour leur immunogenicite par I'homme du metier. Des vaccins contenant 
des antigenes cellulaires de Chlamydia des fragments de celui-ci peuvent etre 
25 obtenus de maniere conventionnelle, par exemple par lyse cellulaire ou par des 
techniques de purification ou de separation standard. 

Une composition utile selon l'inventlon peut egalement 
comprendre une bacterie Chlamydia tuee ou inactivee par tout moyen 
conventionnel comme la chaleur ou une irradiation. 

Une composition utile selon la presente invention peut egalement 
contenir une ou des sequences d'acide nucleique codant pour une proteine de 
surface de Chlamydia ou un fragment de celle-ci. L'acide nucleique utilise peut 
etre administre a I'aide d'un vecteur vaccinal ou sous forme nue, c'est-a-dire 
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exempt de tout agent facilitant la penetration de cet acide nucleique dans la 
cellule. 

U invention a egalement pour objet une methode pour la 
5 prevention et/ou le traitement de la maladie thromboembolique veineuse, dans 
laquelle on administre a un patient necessitant un tel traitement une quantite 
prophylactiquement ou therapeutiquement efficace d'un agent actif sur les 
bacteries du genre Chlamydia, notamment d'un agent antibiotique. en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
10 La prevention des recidives suite a une premiere thrombose 

veineuse est plus particulierement visee. 

Les modes d'administration, les posologies et les formes 
galeniques des compositions pharmaceutiques utiles selon Tinvention peuvent 

15 etre determines de maniere usuelle par Thomme du metier, notamment selon 
les criteres generalement pris en compte pour I'etablissement d'un traitement 
therapeutique adapte a un patient, comme par exemple I'age ou le poids 
corporel du patient, la gravite de son etat general, ia tolerance au traitement, et 
les effets secondaires constates, etc. 

20 Une composition pharmaceutique utile selon invention peut etre 

notamment administree par vole orale. parenteral, intraveineuse. 
intramusculaire, sous-cutanee, percutanee ou intra-nasale. 

Lorsque la composition pharmaceutique utilisee est une 
25 composition antibiotique. la dose efficace se situe dans les gammes utilisees 
de maniere usuelle, pour tout antibiotique centre les bacteries Chlamydia. On 
peut notamment administrer de maniere avantageuse ladite composition en 
courts cycles (4 a 10 jours environ) a repeter par exemple tous les six mois 
apres le premier episode thrombotique veineux. 

30 

Le lien entre une infection par une bacterie Chlamydia 
pneumoniae et une maladie thromboembolique veineuse est illustre dans les 
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resultats presentes ci-apres, qui ne limitent en aucune maniere la portee de la 
presente invention. 

Les auteurs de la presente invention ont ainsi etudie 176 patients 
5 avec une maladie thromboembolique veineuse diagnostiquee, et 197 sujets 
controle en bonne sante. d'age et de sexe varies. Les facteurs de risques 
acquis pour une maladie thromboembolique veineuse et les facteurs 
genetiques de predisposition frequents (mutations Arg 506 Gin dans le facteur 
V et G 20210 A dans le facteur II) ont ete evalues chez tous les sujets. Le taux 
10 d'anticorps IgG anti-C. pneumoniae a ete determine par 
microimmunofluorescence. Tous les echantillons plasmatiques positifs (titre > 
128) ont ete precisement quantifies et testes pour la presence d'anticorps IgM 
specifiques. 



MATERIELS ET METHODES : 

Sujets : 

Parmi 205 patients (92 hommes et 113 femmes) avec des 
maladies thromboemboliques veineuses, on a selectionne tes patients de 

20 moins de 61 ans qui avaient eu au moins un episode de thrombose veineuse 
profonde diagnostiquee objectivement (ultrasonographie par compression ou 
veinographie) et/ou une embolie pulmonaire (scintigraphie pulmonaire de 
perfusion et de ventilation, angiographie pulmonaire conventionnelle et scanner 
spirale). On a realise aupres de tous les patients une etude clinique complete 

25 soulignant leurs antecedents personnels et familiaux en matiere de maladie 
thromboembolique. et les facteurs de risques acquis (acte chirurgical ou 
traumatisme dans les trois demiers mois, immobilisation superieure a 72 
heures, grossesse. traitemeht avec des oestrogenes. veine variqueuse et 
cancer). On a recueilli le sang de 176 patients (86 %) ; dans 87 cas. les 

30 echantillons ont ete obtenus moins de trois mois apres le declenchement d'une 
maladie thromboembolique veineuse aigue (mediane 1 jour ; ecart IQR 0-16). 
alors que les 89 echantillons restarts ont ete obtenus plus de trois mois apres 
le declenchement (mediane 12 mois, ecart IQR 6,5-36). Les 197 sujets 



controles sains d'age et de sexe varies ont ete retenus comme n'ayant aucun 
antecedent de maladle thromboembolique veineuse, d'infarctus du myocarde, 
de maladle vasculaire periph^rique. 

Dosage : 

Le sang veineux a et6 recueilli dans du citrate de trisodium 0,129 
M (1:10) et deux etapes de centrifugation a 2 000 g pendant 15 minutes ont ete 
realisees pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes. Le plasma a ete 
congele et stocke sous forme de fraction aliquote a -40*'C jusqu'a utilisation. 
L'ADN a~ete extraft a partir des" leucocytes" par" des "hrietfiocres stand'ard et 
stockees a 4*'C. 

Pour les tests serologlques, chaque cas et chaque echantillon 
controie ont ete marques avec un nombre aleatoire et analyses en aveugle. Le 
statut serologique en C. pneumoniae a ete determine par un dosage par 
microlmmunofluorescence (MIF) a I'aide du kit "SeroFIA IgG Chlamydia" 
(Savyon Diagnostics LTD, Ashdod. Israel). En bref, des corps elementaires de 
C. pneumoniae purifie (souche lOL 207) ont ete utilises pour detecter les 
anticorps IgG. Tous les echantillons de plasma etaient cribles initialement a 
une dilution de 1:128 et ont ete conslderes positifs au-dessus de cette dilution. 
Les plasmas positifs ont ensuite ete testes a des dilutions de 1:256, 1:512 et 
1:1024. Les titres d'IgG specifiques ont ete rapportes comme I'inverse de la 
derniere dilution positive. Des echantillons positifs pour les IgG anti-C. 
pneumoniae ont ensuite ete testes pour la presence d'lgM anti-C. pneumoniae 
au moyen du dosage MIF avec le kit "SeroFIA IgM Chlamydia" (Savyon 
Diagnostics LTD), a une dilution de 1:20 comme recommande par le fabrlcant. 

On a par ailleurs etudie si I'ADN des sujets controles et des 
patients presentaient la mutation Arg 506 Gin dans le facteur V, apres 
ampliftcation par PGR de I'exon 10 du facteur V et digestion par des enzymes 
de restriction. La transition G 20210 A du gene de la prothrombine a et§ 
identifiee apres amplification a I'aide de deux amorces : 
(5'-TTACAAGCCTGATGAAGGGA-3' 

et 5'-CCATGAATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-3'). La seconde amorce a ete 
construite de telle sorte qu'une substitution nucleotidique (C vers A) a la 



8 



position 20210 creent un nouveau site de restriction pour Hind HI lorsque la 
transition de G vers A a la position 2021 0 est presente. 

Analyse statistique : 

5 Les donnees sont analysees en utilisant le logiciel de statistique 

SAS (Institute Inc., Gary, N.C.). Les caracteristiques cliniques de la population 
entiere des patients et du sous-groupe des cas avec des echantillons de sang 
preleves moins de trois mois apres I'episode de thrombose ont ete comparees 
a celles des sujets controles en utilisant un test Chi^ avec un degre de liberte. 

10' ~ X'age a ete teste en analyse de variarice~(ANO\/A). 

Les odds ratios associes a une seropositivite pour C. pneumoniae 
ont ete calcules en comparant les sujets ayant des titres de 256 ou plus ayant 
des sujets avec des titres inferieurs a 256. L'heterogeneite des odds ratios en 
termes d'age et de sexe a ete testee en entrant les variables d'interaction (un 

15 degre de liberte) dans les regressions logistiques. Les odds ratios pour une 
maladie thromboembolique veineuse et Tintervalle de confiance (IC) de 95 % 
associe a cheque titre d'IgG anti-C. pneumoniae, codes comme variables 
binaires, ont ete ensuite calcules avec reference a la seronegativite en utilisant 
une procedure de regression iogistique (SAS-PROC LOGIST). La meme 

20 analyse a ete appliquee au sous-groupe de cas avec des echantillons de sang 
preleves moins de trois mois apres le declenchement de la maladie 
thromboembolique veineuse. Dans la population testee entiere, les taux de 
seropositivite pour C. pneumoniae ont ete compares en terme de premiere 
thrombose centre thrombose recurrente, en terme de presence de facteur de 

25 risque associe centre absence de facteur de risque associe. et premiere 
thrombose a un age inferieur a 40 ans (age median de la population) contre 
une premiere thrombose a un age superieur a 40 ans. par un test Chi^ avec un 
degre de liberte. Les differences avec des valeurs p inferieures a 0,05 ont ete 
considerees comme significatives. 

30 



RESULTATS : 

Les cas et controles ne different pas en termes de ratios d'&ge ou 
de sexe (cf tableau 1). La maladie thromboembolique veineuse a ete 
consideree comme idiopathlque chez des patients n'ayant pas de 
contraception orale, de chirurgie recente (inferieure a un mois) ou de 
traumatisme, de grossesse ou d'accouchement, d'immobilisation ou de cancer. 
La moitie des patients a ete recrut^e dans les trois mois apres I'episode aigu 
de thrombose veineuse. Les caracteristiques de ce sous-groupe n'etaient pas 
statistiquement differentes de celles de la population entiere de cas. La 
prevaTence des mutatro'ns'A'rg 506 Gin du facfelir'Vet G~2^)210 A du facteur 11 
etait dans le domaine attendu chez des Caucasiens (21,9 % chez les patients 
et 5,1 % Chez les controles, p<0,0001 ; et 10,2 % et 4.1 %, p=0,02, 
respectivement). 

Les titres IgG specifiques de C. pneumoniae tendent a etre plus 
eleves chez les patients que chez les contr6les (cf tableau 2). De maniere 
significative, on observe que plus de patients que de controles ont des titres 
IgG de C. pneumoniae de 256 ou plus (54 % et 15,9 % respectivement, p< 
0,0001). L'odds ratio pour les maladies thromboemboliques veineuse 
associees avec des titres IgG de 256 ou plus etait de 6,2 (intervalle de 
confiance (IC) 95 %, 3,8-10,1). Dans le sous-groupe de patients avec des 
echantillons de sang prelev6s moins de trois mois apres I'episode 
thrombotique, le ratio brut (odds ratio) parmi les sujets avec des titres lgG> 256 
etait de 5,4 (IC 95 %, 3,1-9.6). De plus, l'odds ratio pour une maladie 
thromboembolique veineuse augmente avec le titre d'IgG : pour des titres de 
256. 512 et 1024, les odds ratio bruts etaient de 2,1 (IC 95 %, 1,0-4,2), 4,3 
(2.1-8,9) et 32,4 (4,2-248,3), respectivement (cf tableau 3). Une plus large 
proportion de controles seropositifs avait un titre IgG bas de 128 par rapport 
aux temoins (54.9 % et 21 %, respectivement). Des odds ratios similaires ont 
ete obtenus dans le sous-groupe de cas testes dans les trois mois apres 
I'episode thrombotique. 

Les odds ratios n'etaient pas differents significativement selon 
I'age ou le sexe. Apres exclusion des sujets portant les mutations Arg 506 Gin 
du facteur V et G 20210 A du facteur II. l'odds ratio pour la maladie 



10 



thrombembolique veineuse associee a un titre superieur a 256 etait de 7,7 (IC 
95 ^, 4.5-13.2). Les caracteristiques de la maladie thrombembolique veineuse 
(age au moment du premier episode ; nature recurrente ou spontanee) ne 
differaient pas en fonction du statut serologique de C. pneumoniae. 

Pour discriminer une infection aigue d'une infection chronique, les 
auteurs de ("invention ont en outre evalue les anticorps IgM anti-C. pneumoniae 
circulants dans les 95 cas et 31 contrdles qui avaient des titres d*lgG 
superieurs a 256. Seul un sujet du groupe des patients atteints de maladies 
thromboemboliques veineuse etait positif pour les IgM. 

CONCLUSION : 

Les resultats ci-dessus montrent clairement un lien entre le statut 
serologique de C. pneumoniae et la thrombose veineuse. L'odds ratio pour une 
maladie thromboembolique veineuse associee avec des titres circulants 
d'anticorps IgG anti-C. pneumoniae de 256 ou plus etait de 6.2 (IC 95 % ; 3.8- 
10.1) et restait eleve apres exclusion des patients avec des mutations Arg 506 
Gin dans le facteur V et G 20210 A dans le facteur II (odds ratio 7.7 ; IC 95 % ; 
4,5-13,2). Le fait que Todds ratio pour une maladie thromboembolique veineuse 
augmente avec le titre tfanticorps IgG renforce cette association (cf tableau 3). 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de determination in vitro d'une predisposition a 
une maladie thromboembolique veineuse chez un sujet, dans laquelle on 
determine si le sujet a ete infecte par une bacteria du genre Chlamydia, 
notamment Chlamydia pneumoniae, 

2. Methode selon la revendication 1, dans laquelle on 
determine si le sujet a ete infecte par une bacterie du genre Chlamydia, 
notamment Chlamydia pneumoniae, par dosage du taux d'anticorps anti- 
Chlamydia dans un echantillon biologique dudit sujet. 

3. Utilisation d'au moins un agent actif centre une infection 
par une bacterie du genre Chlamydia, en particulier Chlamydia pneumoniae, ou 
d'au moins un agent efficace centre les effets inflammatoires d'une infection 
par Chlamydia, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention 
et/ou au traitement d*une maladie thromboembolique veineuse. 

4. Utilisation selon la revendication 3, dans laquelle ledit 
agent actif centre une infection par une bacterie du genre Chlamydia, en 
particulier Chlamydia pneumoniae, est une substance antibiotique. 

5. Utilisation selon la revendication 4. dans laquelle ladite 
substance antibiotique active sur les bacteries du genre Chlamydia, en 
particulier Chlamydia pneumoniae, est choisie parmi le groupe constitue par les 
macrolides. les tetracyclines, les fluoroquinolones et la rifampicine. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 3 a 5. 
dans laquelle ledit medicament est destine a la prevention des recidives suite a 
une premiere thrombose veineuse. 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de determination in vitro d'une predisposition a une 
nnaladie thronnboembolique veineuse chez un sujet, dans laquelle on determine 
si le sujet a ete infecte par une bacterie du genre Chlamydia, notamment 
Ctilamydia pneumoniae, par analyse d'un 6chantillon biologique. 

2. IVIethode selon la revendication 1 , dans laquelle on determine 
si le sujet a 6te infecte par une bacterie du genre Chlamydia, notamment 
Chlamydia pneumoniae, par dosage du taux d'anticorps anti-Chlamydia dans 
un echantillon biologique dudit sujet. 

3. Utilisation d'au moins un agent actif centre une infection par 
une bacterie du genre Chlamydia, en particulier Chlamydia pneumoniae, ou 
d'au moins un agent efficace centre les effets inflammatoires d'une infection 
par Chlamydia, pour la preparation d'un medicament destine ^ la prevention 
et/ou au traitement d'une maladie thromboembolique veineuse, chez un sujet 
dont la predisposition a cette maladie a ete determinee selon la methode de la 
revendication 1 ou 2. 

4. Utilisation selon la revendication 3, dans laquelle ledit agent 
actif centre une infection par une bacterie du genre Chlamydia, en particulier 
Chlamydia pneumoniae, est une substance antibiotique. 

5. Utilisation selon la revendication 4, dans laquelle ladite 
substance antibiotique active sur les bacteries du genre Chlamydia, en 
particulier Chlamydia pneumoniae, est choisie parmi le groupe constitue par les 
macrolides, les tetracyclines, les fluoroquinolones et ia rifampicine. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 3^5, 
dans laquelle ledit medicament est destine a la prevention des recidives suite a 
une premiere thrombose veineuse. 
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